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(57) L'invention concerne un test de diagnostic in vitro 
d'enterovirus, base sur la revelation d'une reaction immuno- 
logique de type reconnaissance antigene-anticorps, mettant 
en oeuvre des antigenes ou des epitopes de ceux-ci qui 
n'induisent pas d'anticorps antiviraux neutralisants mais qui 
induisent des anticorps "facilitants" qui augmentent infec- 
tion virale. 
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L ' invention concerne un test de diagnostic in vitro 
d' enterovirus base sur la revelation d'une reaction 
immunologique de type reconnaissance antigene-anticorps . 

Les enterovirus forment le genre Enterovirus au sein 
de la famille des Picornaviridae . 11 s'agit de virus de 25 a 
3 0 nm de diametre, non enveloppes, a symetrie icosaedrique 
et a ARN (acide ribonucleique) monocatenaire lineaire, non 
fragmente et positif . 

Leur absence d'enveloppe leur confere une resistance 
aux agents physico-chimiques ; ils sont stables entre pH 3 et 
10; ils sont inactives par la chaleur au-dela de 45°C (et 
meme 50°C en presence de cations divalents) et par les 
disinfectants et antiseptiques majeurs (povidone iodee, 
hypochlorite de sodium, aldehydes) . 

II existe 65 serotypes d ' enterovirus : 3 poliovirus, 
23 coxsackievirus A (CVA) , 6 coxsackievirus B (CVB) , 29 
echovirus (EV) et 4 enterovirus non classes. 

Plus de 8 0% du genome des enterovirus d' environ 75 00 
nucleotides est constitue d'un cadre de lecture unique 
flanque de deux regions non codantes en 5' et 3'. La 
volumineuse proteine codee par ce cadre de lecture est 
clivee en 4 proteines matures structurales VPl, VP2 , VP 3 et 
VP4 (VP=viral protein) et en proteines non structurales 
comme des proteases et l'AKN polymerase. 

Les enterovirus sont l'objet d'une grande variability 
genetique due aux erreurs de transcription de l'ARN 
polymerase virale sources de mutations ponctuelles et aux 
recombinaisons entre genomes de virus differents. Cette 
variability contribue a la diversite des tropismes 
tissulaires et des spectres pathologiques des enterovirus. 

Les enterovirus ont un mode de transmission fecal-oral 
par contacts interhumains ou par le biais d'eaux ou 
d 1 aliments contamines. Certains serotypes ont une 
transmission respiratoire ou cutaneo-muqueuse . Les 
enterovirus qui penetrent par voie digestive se multiplient 
d'abord dans l'intestin (d'ou le terme enterovirus), avant 
de diffuser, par voie hematogene, vers des organes cibles 
(systeme nerveux central, muscles stries, peau. . .) . Les 
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infections inapparentes constituent la grande majorite des 
enteroviroses . Parmi les formes symptomatiques , on distingue 
les infections aigues et les infections persistantes . 

Les infections aigues sont tres polymorphes. Les 
enterovirus sont les agents infectieux les plus frequents 
responsables d 1 infections du systeme nerveux central 
(meningites lymphocytaires , meningoencephalites, paralysies 
de type poliomyelite) . lis participent a de nombreuses 
autres pathologies : infections respiratoires (rhinites, 
bronchites, bronchiolites, pneumonies), infections 
cardiaques (pericardites , myocardites) , myosites, eruptions 
maculo-papuleuses ou purpuriques, syndromes febriles et, 
plus rarement; hepatites, nephrites, orchites ou arthrites. 
Des manifestations cliniques sont tres specifiques des 
enterovirus et meme de certains serotypes : pleurodynie ou 
maladie de Bornholm (CVB) qui correspond a une sorte de 
grippe hyperalgique , eruptions vesiculeuses de type 
herpangine ou syndrome pied-main-bouche (CVA, CVB, 
enterovirus 70), conj onct ivi t e hemorragique (CVA-24, 
enterovirus 70) . 

Les pathologies humaines chroniques associees aux 
enterovirus sont au moins au nombre de quatre : meningo- 
encephalites chroniques , syndrome post-poliomyeli tique , 
affections cardiaques et diabete insul ino-dependant . En 
effet, il existe de forts arguments en faveur de 
1 * implication des coxsackievirus B dans le diabete mellitus 
insulino-dependant de type 1 (IDDM) . Plusieurs auteurs ont 
detecte la presence d'ARN enteroviral de forte homologie 
avec CVB dans le sang peripherique de patients IDDM au debut 
des manifestations cliniques de la maladie (Clements et al . , 
1995; Andreoletti et al . , 1997; Nairn et al . , 1999; Lonnrot 
et al., 2000). Recemment la Demanderesse a montre que des 
taux eleves dans le plasma d' interferon a (IFNcc) sont 
correles dans 50% des cas avec la presence de sequences 
enterovirales, en particulier CVB 3 et CVB4, dans le sang 
circulant d'adultes et d'enfants atteints de diabete de type 
1 (Chehadeh et al., 2000). La Demanderesse a egalement 
demontre que CVB 4, par des interactions avec des anti corps 
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IgG circulants ou associes a des cellules, peut fortement 
induire la production d'IFNa par des cellules mononucleees 
du sang peripherique (PBMC) de patients IDDM (Hober et al . , 
J. Gen. Virol., 2002). La production d'interferon a est un 
marqueur de 1' infection virale. CVB4 induit peu cette 
production sauf quand il est mis en presence d' anticorps 
dits "facilitants" qui facilitent 1 1 infection virale. CVB4 
peut done infecter des monocytes, en majorite CD14+, par un 
mecanisme anticorps-dependant par des interactions entre le 
virus, des anticorps antiviraux et des recepteurs 
specif iques a la surface des cellules (CAR, Fey RII, Fc Y 
RIII) qui resultent en la production d'IFNa. Cette synthese 
d'IFNa induite par des IgG anti-CVB4 reflete 1 ■ entree de 
CVB4 dans les monocytes mais pas la replication virale et 
requiert la presence d'ARN de CVB4 dans les cellules. Si 
l'on bloque la production d'IFNa induite par ces IgG anti- 
CVB4, des particules virales produites par les PBMC peuvent 
etre detectees (Hober et al . , 2001). De plus, l'activite 
inductrice d'IFNa de plasma de patients IDDM preincube avec 
CVB4 avant d'etre apporte a des PBMC isolees de sujets sains 
est elevee si on la compare a celle de plasma de sujets 
sains (Hober et al . , 2002). Les patients IDDM ont une 
prevalence plus elevee de ces anticorps anti-CVB dits 
"facilitants" qui augmentent la synthese d'IFNa induite par 
CVB par rapport aux controles. Les patients atteints 
d' infections enterovirales portent done dans leur plasma, en 
plus des anticorps neutralisants connus jusqu'a present qui 
"immobilisent" le virus et qui sont dans la majorite des cas 
diriges contre des epitopes de la proteine structurale de 
surface VPl, des anticorps "facilitants" qui favorisent 
1' infection virale. 

Les outils diagnostiques utilises jusqu'a present dans 
le diagnostic des enteroviroses sont des moyens directs : 
culture cellulaire, inoculation au souriceau nouveau-ne, 
amplification genomique en utilisant des amorces dans la 
region 5' non codante du genome et des moyens indirects : 
seroneutralisation et techniques immuno-enzymat iques . 

La culture cellulaire et la seroneutralisation ne sont 
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pas applicables a tous les coxsackievirus A, les serotypes 
Al, A19 et A22 ne sont pas cultivables . 

L ' inoculation au souriceau nouveau-ne est une 
technique lourde et longue qui permet de diagnostiquer une 
infection a coxsackievirus et permet de differencier les CVA 
(paralysies flasques) des CVB (paralysies spastiques) . 

Les techniques de biologie moleculaire comme 
l 1 amplification genomique par PCR (Polymerase Chain 
Reaction) ont permis de detecter les enterovirus en faible 
quantite en choisissant des amorces dans les regions tres 
conservees. Cependant, elles ne permettent pas de detecter 
toutes les infections enterovirales, en particulier si 
1' infection est localisee et le taux de replication du virus 
faible, ni de differencier tel ou tel serotype. De m&me, les 
techniques immunoenzymatiques dif f erencient tout au plus les 
groupes et celles-ci, basees sur la detection des anticorps 
neutralisants, se sont heurtees a 1' absence d'un antigene 
commun parmi les enterovirus. 

II n'existe done pas parmi ces tests une methode de 
detection tres fine a 1" echelon du serotype ou des variants 
(dif ferenciation entre souches sauvages et vaccinales) ni de 
methode de quantification de la charge virale chez des 
individus infectes. 

Pour combler ce manque, la Demanderesse a developpe un 
test de diagnostic in vitro des enterovirus specifique et 
quantitatif. Ce test repose sur 1 • existence d'antigenes 
induisant des anticorps "facilitant" 1' infection virale et 
pas d' anticorps neutralisants. 

En effet, la Demanderesse a identifies la proteine 
virale presentant le ou les epitopes reconnus par les 
anticorps " f acilitants " dans le cas d'une infection aux 
coxsackievirus B3 et B4 . Cette proteine est la proteine 
structurale interne VP4 et la demonstration en a ete faite 
comme suit : 

a) tout d'abord, les virus CVB 3 et CVB 4 E2 ont ete 
cultives et purifies 

b) ensuite, les proteines VP4 d'une part et l'antigene 
H (egalement appele AEC pour "artificial empty capsids") 
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d' autre part ont ete isoles et purifies a partir des virus 
CVB3 et CVB4 E2 dissocies 

c) enfin, il a ete demontre que la proteine VP4 inhibe 
1' augmentation de la production d'IFNa induite par le couple 
CVB/plasma. En effet, quand VP4 est preincubee avec du 
plasma avant d'ajouter CVB, VP4 fixe les anticorps anti~VP4 
et il reste moins d' anticorps anti-VP4 pour fixer CVB et 
faciliter 1 1 infection de PBMC in vitro et 1 ' augmentation de 
la production d'IFNa par celles-ci. Ceci prouve que les 
anticorps " f acilitants" sont les anticorps anti~VP4 . 

Par contre, il n'y a pas de reaction croisee entre les 
anticorps anti-VP4 CVB 3 et anti-VP4 CVB 4 - Quand VP4 CV B4 a ete 
preincubee avec du plasma avant d'ajouter CVB 3 , le niveau 
d'IFNa induit par CVB3 dans des cultures de PBMC est reste 
inchange. De meme, la proteine VP4 dissociee de CVB3 
n'affecte pas le niveau d'IFNa induit par CVB 4 . Les epitopes 
presentes par les proteines VP 4 de ces deux serotypes sont 
done suf f isamment differents pour que les anticorps 
"f acilitants" soient specif iques de tel ou tel serotype. 

La Demanderesse a tire parti de cette demonstration 
pour mettre au point un test de diagnostic in vitro 
d' enterovirus base sur la revelation d'une reaction 
immunologique de type reconnaissance antigene-anticorps 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre des antigenes ou des 
epitopes de ceux-ci qui n'induisent pas d' anticorps 
antiviraux neutralisants mais qui induisent des anticorps 
" f acilitants" qui augmentent l'infection virale. 

La presente invention a done pour objet un test de 
diagnostic d 1 enterovirus caracterise en ce que soit les 
antigenes sont fixes sur un support pour la detection des 
anticorps " f acilitants " correspondants , soit les anticorps 
"f acilitants" sont fixes sur un support pour la detection 
des antigenes correspondants . Ce support est de type plaque 
a puits multiples pour microti tration ou "puce". On entend 
par "puce" un support miniaturise plat, en materiau solide 
organique ou inorganique, de type verre, silicium ou 
polymeres synthetiques , sur lequel sont lies de maniere 
covalente des polypeptides. 
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Quand le test selon 1' invention consiste en la 
detection des anticorps " f acilitants " par les antigenes 
correspondants fixes sur un support, la reaction est revelee 
par un anticorps secondaire anti-espece marque (par exemple 
anti-humain) . 

Quand le test selon 1 ' invention consiste en la 
detection des antigenes par les anticorps " f acilitants " 
correspondants fixes sur un support, la reaction est revelee 
par un anticorps anti-viral marque ou par un anticorps anti- 
viral (par exemple humain) puis un anticorps secondaire 
anti-espece marque (par exemple anti-humain) . 

Le marqueur des anticorps secondaires est de 
preference une enzyme comme la HRP ("horseradish 
peroxydase") qui montre une reaction coloree ou luminescente 
avec son substrat, un radioisotope, un compose fluorescent, 
un compose chimioluminescent , un compose bioluminescent ou 
un chelate de metaux. 

On prefere en tant qu'antigene induisant des anticorps 
antiviraux " f acilitants " une proteine virale interne, pleine 
longueur ou un fragment de celle-ci. Cette proteine peut 
etre purifiee a partir du virus, peut etre une proteine 
recombinante presentant les memes proprietes immunogenes ou 
peut etre synthetisee chimiquement et presenter les memes 
proprietes immunogenes . 

En particulier, on prefere que la proteine virale 
interne en question soit la proteine structurale VP4 . 

Ce test permet en particulier de diagnos tiquer une 
infection par les coxsackievirus de type A ou B 

Ce test comprend les etapes suivantes : 
a- immobilisation des anticorps " f acilitants " ou de la 
proteine virale induisant des anticorps " f acilitants " ou 
d'un fragment de celle-ci sur un support 

b- immobilisation de proteines controles ou d'un fragment de 
celles-ci sur un support 

c- lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 

d- saturation de la surface de support non recouverte par 
une solution tamponnee de proteines irrelevantes 
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e- lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 

f- application des echantillons a etudier a differentes 
dilutions dans du tampon de saturation 

g- lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 

h- amplification de la reponse par application d' anticorps 
marques 

i- lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 
j_ lecture de 1'intensite du marquage 

Le test de 1 ' invention peut en particulier etre mis en 
oeuvre a 1 1 aide d'un coffret ou d'un kit qui comprend : 

- les antigenes ou les anticorps " f acili tants " selon 
1' invention, 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice a la 
realisation de la reaction antigene-anticorps , 

- les reactifs permettant la detection du complexe forme. 

Selon 1 ' invention le test peut notamment etre applique 
au diagnostic d'une infection a CVB3 ou CVB4 par detection 
et dosage des anticorps anti-VP4 en les piegeant par la 
proteine purifiee VP 4 fixee a un support. En effet, on a mis 
en evidence 1' existence d'une relation dose-reponse entre la 
quantite de proteine VP 4 preincubee avec le plasma et le 
niveau de production d'IFNcx. Ainsi, la proteine VP4 
preincubee avec le plasma piege les anticorps anti-VP4 du 
plasma. Plus on augmente la quantite de proteine VP 4 dans ce 
test, plus on diminue la quantite d' anticorps anti-VP4 
" facilitants" libres pour reconnaitre CVB, plus la 
production d'IFNa est faible. On a de plus mis en evidence 
1' existence d'une correlation dose-dependante entre la 
quantite d' anticorps anti-VP4 preincubes avec CVB3 ou CVB4 
avant d'etre ajoutes a des PBMC et le niveau de production 
d'IFNa. Aucune production d'IFNa n'est detectee en presence 
de plasma appauvri en anticorps anti-VP4 ou d' anticorps 
irrelevants . 

Le test objet de 1' invention, en permettant de doser 
les anticorps "facilitants" ou la proteine virale portant le 
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cm les epitopes reconnus par ces anticorps, permet de 
mesurer la reponse des cellules a 1' infection virale, conime 
par exemple la production d'IFNa. 

Le test decrit ci-dessus peut etre realise avec 
d'autres proteines VP4 d'autres enterovirus pour effectuer 
un criblage de 1' infection par differents virus. 

Ce test peut etre applique dans le cas de maladie 
chronique associee a une infection par un enterovirus pour 
etablir la valeur predictive du declenchement de la maladie. 
En particulier, ce test peut etre utilise pour predire le 
declenchement chez des patients prediabetiques d'un diabete 
de type 1 associe a une infection par CVB . 

Ce test peut egalernent etre utilise pour correler la 
quantite d* anticorps facilitants detectes et le stade de la 
maladie. En particulier, ce test peut permettre d ' evaluer le 
stade d'un diabete de type 1 associe a une infection par 
CVB. 

Les exemples suivants illustrent 1' invention sans 
toutefois en limiter la portee . 

Leaende des figures: 

Figure 1 : effet de la proteine VP4 ou de l'antigene H sur 
la production d'IFNa induite par CVB/plasma de 5 sujets 
sains 

Figure la : diminution dose-dependante de la production 
d'IFNa induite par CVB3/plasma en presence de la proteine 

VP4 CV B3 

Figure lb : augmentation dose-dependante de la production 
d'IFNa induite par CVB3 /plasma en presence d'antigene H 
Figure 1c : diminution dose-dependante de la production 
d'IFNa induite par CVB4/plasma en presence de la proteine 

VP4 CV B4 

Figure Id : augmentation dose-dependante de la production 
d'IFNa induite par CVB4 /plasma en presence d'antigene H 
Figure 2 : comparaison de la moyenne des valeurs indice 
d f anticorps anti-VP4 des patients IDDM par rapport a celle 
des sujets sains 
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ExemRle 1 : Mise en evidence de la proteine virale de CVB3 ou 
CVB4 indnisant des anticoros " f a c ili tants " anti-CVB3 ou 
anti-CVB4 : 

a) Culture et purification des virus CVB3 et CVB4 : 
CVB3 (American Type Culture Collection, Manassas, USA) 
et CVB4 E2 diabetogene (fourni par Ji-Won Yoon, Julia 
McFarlane Diabetes Research Center, Calgary, Alberta, 
Canada) ont ete cultives dans les cellules Hep-2 
(Biowhittaker, Verviers, Belgique) en milieu essentiel 
minimum de Eagle (Gibco BRL, Eragny, France) additionne de 
10% de serum de veau foetal inactive par la chaleur (Gibco 
BRL) et 1% de L-Glutamine (Eurobio, France). Apres une 
incubation de 24 heures a 37°C, 5% C0 2 , la suspension 
cellulaire a ete congelee et decongelee trois fois et 
centrifugee a 2000 x g pendant 10 min. Le virus issu du 
surnageant a ete culotte par centrif ugation a 500 000 x g 
pendant 3 heures a 4°C dans un rotor Beckman TLA-100.4. Le 
culot a ete resuspendu dans 3 ml de Tris-HCl 0,01 M pH 7.2, 
contenant 0.5% (vol/vol) Nonidet P40, incube a 4°C pendant 
20 heures, homogeneise, et centrifuge a 4000 x g pour oter 
les debris insolubles. Seulement 0,5 ml de la suspension 
virale clarifiee a ete dispose en couches sur 0,5 ml de 
sucrose (30%, poids/vol) et 3 ml CsCl (40%, poids/vol) . 
Apres centrifugation a 348,000 x g a 4°C dans un rotor 
Beckman TLA-100.4 pendant 4 h, les fractions du gradient ont 
ete recuperees et les titres viraux des fractions du 
gradient ont ete determinees par le test de la dose 
infectieuse de 5 0% de la culture tissulaire (TCID50) sur une 
culture confluente de cellules Hep-2. Les fractions 
contenant les titres au pic d' inf ectiosite ont ete groupees, 
dialysees et equilibrees avec du Tris-HCl 0,01 M pH 7.2 par 
centrifugation a 40 00 x g sur membrane MacrosepTM (pall 
Filtron Corporation, Saint Germain en Laye , France) a 
exclusion de poids moleculaire (MWCO) de 300 K. Des aliquots 
ont ete stockes congeles a -80°C. Des preparations controles 
ont ete obtenues par le meme protocole excepte que les 
cellules Hep-2 etaient infectees uniquement par le solvant 
du virus . 
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b) Purification de la proteine VP4 et de l'antigene H 
des virus CVB3 et CVB4 

La proteine VP 4 et l'antigene H ont ete dissocies des 
virus complets CVB3 et CVB4 comme decrit precedemment dans 
la litterature pour le poliovirus (Maizel et al . , 1967). 
Brievement, les particules virales CVB purifiees et 
concentrees (~ 1 mg) ont ete incubees a 5 6°C pendant 5 min 
dans 0,5 ml de tampon sodium (NaCl 0.1 M, NaCi 0.005 M, pH 
7.0). Ce traitement resulte en la dissociation de l'ARN, VP 4 
et l'antigene H . VP4 a ete separee du melange par 
centrifugation a 4000 x g sur membrane MacrosepTM a MWCO de 
100 K . L'antigene H et 1 * ARN ont ete retenus par la 
membrane, et VP4 est pas see au travers de la membrane. L 1 ARN 
a ete degrade par ajout de 0,05 mg de ribonuclease A bovine 
pancreatique (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Allemagne) et incubation a 37°C pendant 10 min. L'antigene H 
et VP4 ont ete dialyses et equilibres avec du tampon 
phosphate salin (PBS), pH 7.2, par centrifugation a 4000 x g 
sur membranes Macrosep TM a MWCO de 10 0 K et 3 K 
respectivement. L'antigene H et VP4 ont ete concentres en 
utilisant un Savant Speed Vac Concentrator SVC100H (Global 
Medical Instrumentation, Minnesota, USA) . La dissociation 
controle a ete de merae operee avec le surnageant de cellules 
Hep-2 non-infectees purifie tel que decrit ci-dessus et a 
fourni des proteines controles pour ce qui suit. La 
concentration proteique a ete calculee a partir de 
l'absorbance a 280 nm correspondant a un coefficient 
d' extinction de 1 mg/ml. 

c) Inhibition par la proteine VP4 de la production 
d'IFNa induite par le couple CVB/plasma : 

VP4, l'antigene H ou des proteines controles ont ete 
preincubes pendant lh a 37°C a differentes concentrations 
avec du plasma de 5 sujets sains et dilue a une dilution 
optimale (1/10 ou 1/100) . CVB 3 ou CVB 4 ont alors ete ajoutes 
pendant lh avant 1 ' incubation avec des PBMC . On observe sur 
la Figure 1, une diminution dose-dependante de la production 
d'IFNa induite par CVB3 /plasma en presence de la proteine 
VP4 CV B3 alors qu* en presence de l'antigene H on n' observe pas 
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de diminution dose-dependant e de la production d'IFNa 
(Figure la et lb) . Des resultats similaires ont ete obtenus 
avec la proteine VP4 CVB 4 dans le systeme CVB4 /plasma (Figure 
lc et Id) . Au contraire, les proteines controles isolees a 
partir de cellules Hep-2 non infectees n'ont eu aucun effet 
sur la production d'IFNa. 

Exemole 2: Diagnostic d'une infection a CVB3 ou CVB4 grace a 
la detection des anticorps anti-VP4 - Correlation entre la 

detection des anticorps anti-VP4 de CVB3 et CVB4 et le 

diabete de type 1 

Pour detecter les anticorps anti-VP4 dans le plasma 
d'un donneur, des plaques de microti tration de 96 puits ont 
ete hybridees pendant une nuit a temperature ambiante avec 
la proteine VP 4 dissociee a partir de CVB3 ou CVB4 a 5 jag/ml 
dans du PBS pH 7.4. De la meme fagon, des plaques de 
microtitration ont ete hybridees avec des proteines 
controles. Les puits ont ete laves trois fois avec une 
solution de lavage (PBS pH 7.4, 0,05% Tween 20), satures 
pendant 1 h a 37°C avec du tampon de saturation (PBS, pH 
7.4, 2,5% lait ecreme, 0,5% Tween 20), et laves a nouveau 4 
fois. Ensuite, 0,1 ml des echantillons , dilues dans du 
tampon de saturation a une dilution optimale (1/50), ont ete 
ajoutes aux micropuits . Apres 2 h d' incubation a temperature 
ambiante, les puits ont ete laves 4 fois et 0,1 ml du 
melange d 1 anticorps IgA, G, M anti-humains marques a la HRP 
("horseradish peroxydase " ) dilue au l/10000eme ont ete 
ajoutes et incubes pendant 1 h. Apres 4 cycles de lavage, 
0,1 ml de la solution substrat (0,4 mg/ml o- 
phenylenediamine, 0,012% H 2 0 2 dans du tampon phosphate 
citrate 0,05 M, pH 5.0) ont ete ajoutes pendant 30 min. La 
reaction est arretee par 1' addition de 25 p.1 d'acide 
sulfurique 2 N. Les mesures de 1 1 absorbance ont ete 
effectuees a 490 nm dans un lecteur de microplaques Dynex 
MRX® (Thermo Life Science, Cergy-Pontoise, France) . La 
valeur limite du test immunologique a ete determinee en 
additionnant 1' absorbance de 1 ' echantillon sur les plaques 
controles a celle du blanc sur les plaques VP 4 . Les 
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echantillons du test avec un indice (ratio 
echantillon/valeur limite) superieur a 1,0 ont ete 
consideres come positifs pour la presence d'anticorps anti- 
VP4 . 

Ce test a ete utilise pour detecter et doser les 
anticorps anti-VP4 dans le plasma de sujets sains et de 
patients IDDM. 14 des 40 sujets sains (35%) et 25 des 40 
patients IDDM (62,5%) etaient positifs pour les anticorps 
anti-VP4 C vB3- 6 des 40 sujets sains (15%) et 32 des 40 
patients IDDM (80%) etaient positifs pour les anticorps 
anti-VP4 CV B4- La moyenne des indices obtenue dans le groupe 
des patients IDDM etait signif icativement plus elevee que 
celle obtenue dans le groupe des sujets sains (Figure 2). 

Le test developpe dans cet example' montre que la 
detection et le dosage des anticorps anti-VP4 peuvent etre 
utilises dans le diagnostic d'une pathologie associee a une 
infection aux coxsackievirus. En effet, les patients IDDM 
presentent une plus forte prevalence d'anticorps anti-VP4 et 
une plus grande quantite de ces anticorps que les sujets 
sains . 

Certains patients presentent un taux d'anticorps anti- 
VP4 au-dessous du seuil de detection du test de 1 ' exemple 
mais ceci peut s ' expliquer par le fait que leur maladie est 
associee a d'autres virus que CVB3 ou CVB4 comme CVB2 . 
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REVINDICATIONS 

1- Test de diagnostic in vitro d' enterovirus base sur 
la revelation d'une reaction immunologique de type 
reconnaissance antigene-anticorps caracterise en ce qu'il 
met en oeuvre des antigenes on des epitopes de ceux-ci qui 
n'induisent pas d'anticorps antiviraux neutralisants mais 
qui induisent des anticorps " f acilitants ■ qui augmentent 
1' infection virale. 

2- Test de diagnostic selon la revendication 1 
caracterise en ce que la reaction immunologique de type 
reconnaissance antigene-anticorps est revelee soit par un 
anticorps anti-espece marque quand le test selon 1' invention 
consiste en la detection des anticorps " f acilitants" par les 
antigenes correspondants fixes sur un support, soit par un 
anticorps anti-viral marque ou par un anticorps anti-viral 
puis un anticorps secondaire anti-espece marque quand le 
test selon 1" invention consiste en la detection des 
antigenes par les anticorps " f acilitants - correspondants 
fixes sur un support. 

3- Test de diagnostic selon la revendication 2 
caracterise en ce que 1' anticorps marque porte un marqueur 
de type enzyme, radioisotope, compose fluorescent, compose 
chimioluminescent, compose bioluminescent ou chelate de 
metaux . 

4- Test de diagnostic selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 3 caracterise en ce que 1'antigene 
induisant des anticorps antiviraux " f acilitants " est une 
proteine virale interne. 

5- Test de diagnostic selon la revendication 4 
caracterise en ce que la proteine virale interne est la 
proteine pleine longueur ou un fragment de celle-ci. 

6- Test de diagnostic selon la revendication 4 ou 5 
caracterise en ce que la proteine virale interne ou un 
fragment de celle-ci est obtenu soit par purification a 
partir du virus, soit est une proteine recombinante 
presentant les m£mes proprietes immunogenes, soit est 
synthetisee chimiquement et presente les memes proprietes 



2851046 



- 14 - 

immunogenes . 

7- Test de diagnostic selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 6 caracterise en ce que la proteine 
virale interne est la proteine structurale VP4 . 

8~ Test de diagnostic selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7 caracterise en ce que les enterovirus 
diagnostiques sont les coxsackievirus de type A ou B 

9_ Test de diagnostic selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8 caracterise en ce que sa raise en oeuvre 
comprend la succession des etapes suivantes : 

a- immobilisation des anticorps " f acilitants " ou de la 
proteine virale induisant des anticorps " f acilitants " ou 
d'un fragment de celle-ci sur un support 

b- immobilisation de proteines controles ou d'un fragment de 
celles-ci sur un support 

c- lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 

d- saturation de la surface de support non recouverte par 
une solution tamponnee de proteines irrelevantes 
e- lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 

f- application des echantillons a etudier a differentes 
dilutions dans du tampon de saturation 

g~ lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 

h- amplification de la reponse par application d' anticorps 
marques 

i~ lavages avec une solution saline tamponnee additionnee ou 
non d'un detergent a faible concentration 
j- lecture de l'intensite du marquage 

10- Test de diagnostic selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 9 caracterise en ce que les antigenes ou 
les anticorps " f acilitants " correspondants sont fixes sur un 
support de type plaque a puits multiples pour 
microti tration . 

11- Test de diagnostic selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 9 caracterise en ce que les antigenes ou 
les anticorps " f acilitants " correspondants sont fixes sur un 
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support de type puce. 

12- Coffret ou kit pour la mise en oeuvre d'un test de 
diagnostic in vitro d' enterovirus selon I'une quelconque des 
revendi cat ions 1 a 11 qui comprend : 

5 - les antigenes ou les anticorps " f acilitants " , 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice a la 
realisation de la reaction antigene-anticorps , 

- les reactifs permettant la detection du complexe forme. 

13- Utilisation du test de diagnostic selon 1 1 une 
10 quelconque des revendications 1 a 11 pour predire le 

declenchement d'une pathologie chronique associee a une 
infection par un enterovirus. 

14- Utilisation du test de diagnostic selon 1 1 une 
quelconque des revendications 1 a 11 pour predire le 

15 declenchement d'un diabete de type 1 chez un patient 
prediabetique . 

15- Utilisation du test de diagnostic selon 1 1 une 
quelconque des revendications 1 a 11 pour definir le stade 
d'une pathologie chronique associee a une infection par un 

2 0 enterovirus . 

16- Utilisation du test de diagnostic selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 11 pour definir le stade 
d'un diabete de type 1 associe a une infection par CVB. 
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